細胞性粘菌Dictyostelium discoideumの翻訳されない遺伝子,dutA,の機能探索と発現調節の解析 by 組本, 博司












     
      
      
         
     
            
      
   
 
 




    
  
   
   
   
 
   
     
          
 
      
          
 
   
    
    
  
     
   
      
  
 
    
  
  
    
  
        
       
          
      
  
    






   
  
           
     
 
ンメンブレンフィルター（Gene Screen, DUPONT製）にブロッ．ティ
ングした。 UVcross linker （フナコシ製）でフィルター上にRNA
を国定化した後、ホルムアミドを含んだハイブリダイゼーション液
中42℃で、 32pで放射標識したDNAプローブ（表 3）とハイブリダ




















細胞を集め、溶菌液（50m悶 HEPESpH 7.5, lOmM MgClz, 10% (w/v) 
sucrosε，lmM spermidine, lmM DTT, 2-mM KCl, 0.2mM PMSF) 950μ1 
に懸濁した。これに20%(v /v) NP-40 50μ1を加えて撹持し、氷上に
数分間放置した。顕微鏡により細胞が溶け核が存在することを確認
した後、 3,000x g, 5分間違心した。沈殿を核保存液（40mM Tris-
HCl pH 8.0, 4mM MgCl2, 0.5mM spermidine, lmM EDTA, lmM DTT, 
50% (v /v) glycerol) 100μ1に懸濁した。適当量に分注し、液体
中で実験に使用するまで保存した。
in vitroにおける転写は、以前に報告されている方法
(McKεown-M and Firtel-RA, 1981）を一部改変して行った。反応液
( 50mM Tris-HCl pH 7 .9, 12.5mM MgClz, 6.25%(v /v) glycerol, 313mM 
NaCl, 125mM DTT, 131 units RNase inhibitor, 0.25mM ATP, CTP, GTP 







得られた32p標識産物は、 dutA,actin6, tRNAvai, rRNA(l 7S, 26Sの全
領域と 5.8Sの一部の領域を持つ）の塩基配列を持つ DNA断片をブ
ロッティングしたナイロンフィルターに対して、ホルムアミドを含
む緩衝液中、 42度でハイブリダイズさせた。 2x SSC, 0.1% SDS溶




( Cesarone-CF et al., 1979）を用いて行った。核保存液 lμlに1%ト
リトンX…10010μ1, 4mM EDTA 10μ1を加え核を溶解した上で、 1x 
SSC 646μ1, 1.5μM Bisbenzimide H 33258 ( CALBIOCHEM製） 333μ1を




rTaq DNAポリメラーゼ（TOYOBO製）を用いた。 50mMKCl, 
lOmM Tris-HCl pH 9.0, 0.1%トリトンX-100,200μ叫 dNTPmix, 
2.5mM MgCl2 , 200nMプライマー， DNAポリメラーゼ，鋳型DNA
-16-
5ng ( NC-4ゲノム DNA）で全量25同にして 94℃ 1分、 50℃ 2分、

















( Sanger-F et al., 1977）。 BcaBESTsequencing kit (TaKaRa製）を使




図 3 に従って作成した。出発物質となる Hd~－gal#l は、 SP60 由
の転写調節領域と翻訳開始点の支配下に~－gal 遺伝子を持つプラ















( Morio-T et al., 1994）。細胞を集めリン酸緩衝液により洗浄した
のち、 TMS( 50mM Tris-HCl pH 7.5, lOOmM NaCl, lOmM MgClz ）に
懸濁し、凍結融解により細胞を破壊した。活性測定液（9mM o-
nitrophenyl－~－D-galactopyranose, 10%(v /v) 2-mercaptoethanol ) 80μ1 
に上記の細胞破壊液20μ1加えることで反応を開始した。 25℃10分
保温し 200同の0.5班 KzC03を添加し、反応を止めた o 420nmの吸光
を測定することにより活性を澱定した。
~－gal 染色
Dingerman-Tらの方法（Dingermann-T et al., 1989）により、。－
gal染色を行った。試料（移動体）を関定するため、 0.5%グルター
ルアルデヒドを含んだZ緩衝液（60mM Na2HP04, 40mM NaH2P04, 
lOmM KCl, 2mM MgS04 pH 6.9 ）中に 10分間置いた後、 Z緩簡液で
2胆洗浄した。染色液（5mM K3[Fc(CN)G] K4[Fe(CN）よ lmMX-Galを







転写領域約 120bpを持ったクローンを選び（ p~25）、 Pvu Iにより
挿入断片を切り出した。 pUCBsr~Bam を Sma I切断及び脱リン酸化
したベクターに挿入した（ p~25Bsr）。一方で、 dutA の上流域をプ
ライマーsl～s7と日を用いたPCRによって増幅した。 PCR産物を
Eco RI 切断したものを p~25Bsr の Eco RI部位に挿入した。上流側プ












発生開始数時間後から蓄積が始まる（Yoshida-H et al., 1991) 
dutA遺伝子は、核に 1コピー存在し、転写産物は約 J.3kbの大きさ
を持つ。 DNAの一次構造解析からこの遺伝子は、 AT含量がきわめ
て高い（87% AT）上に、 A あるいはT の連続する領域が多数存在
し、二次構造をとりやすくなっていること、また、どの読み枠をと
























3 - 2 験結果
3 - 2 - 1 dutA遺伝子破壊株の非通常条件下における発生。
伝子破壊株において、形態学的に何ら異常が見い出されないこ
とは多くの生物で報告されていることであり、細胞性粘菌において
も数多くのこのような事例の報告がある（Hildebrandt-M et al., 






















































4 - 1 背景
cAMPは、細胞性粘菌の発生過程を通して細胞の内外で重要な役
割をはたしている。発生初期に絡胞外に放出されたcAMPは、走化






cAMPを与えると発現が増加し（Mann-SKO and Firtel-RA, 1991, 
Ma-PCC and Siu-CH 1990）、反対に disclなどは、パルス cAMPを
えると発現が抑えられる（Schull日s-Cand Schaap-P, 1995) 
dutA遺伝子の発現は発生の初期に起こるが、高濃度のcAMPを
加えても発現に影響を与えないことが明らかになっている




はすでにいくつかの例で示されている（Ma-PCCand Siu-CH, 1990) 
? ?? ?
発生初期過程における細胞外の cAMPからの刺激は、まず細胞表
面の cAMP受容体（主にCARl）によって受け取られ、 G臼 2 ( Gタ
ンパク質 αサブユニット）、 Gf3 ( G タンパク質 Sサブユニット）
CRAC ( ~ytosolic r_egulator of 9:_denylyl ~yclase；細胞質に存在するア
デニリルシクラーゼの調節因子）、 ERK2( extracεllular signal 
responsive kin註se2；：外部刺激に応答して活性化されるフロテインキ
ナーゼ）を介してACA( g_denylate 豆yclase,§:_ggregation specific；集合
期特異的アデニリルシクラーゼ）を活性化することによってcAMP







やると正常な子実体を形成する（Soede-RDM et al., 1994）。一方、
ACA欠損株では、同様に処理しでも小さな子実体にしかならず大










































































































存在しているが、発生初期には細胞外のcAMPによってCAR( 1 or 
3) が刺激を受けた後、 CRACと相互作用し、 ACAの活性化に働い
ていると考えられている（Lilly-PJ and Devreotes-PN, 1995）。 Gβ
タンパク質を欠いた細胞では、 gp80の発現は誘導できなかったが、
dutAは野生株と向程度に発現が誘導された。 Gβ 一株では、 earlの
発現量が減少することが報告されているため（Wu-L et al., 1995) 








































は見られなかつた（デ、一夕を示さず） 0 これらのことから、 PKA
の活性化は、 cAMP以外の因子によって行われている可能性が示唆
された。
4 - 2 -3 dutA遺伝子を転写するポリメラーゼ












は、 RNAボリメラーゼ Iを完全に阻害し、 dutA遺伝子は、 mRNA
の転写に関わるポリメラーゼ Iによって転写されることが明らか
になった。














































































胞の密度をモニターしている因子である PSF(prεstarvation factor ) 
( Rathi－企 etal., 1991) 、あるいは、飢餓蔑後に細胞外に放出され
る80kDaの因子である CMF( coditioned mediurn factor ) (Gornεr-





















MN et al., 1989）。また、 pkac－株では、 gp80、earlなどの発生初
期に発現する遺伝子の発現も見られない（図 8）。これらのことか
ら、細胞の集合や初期遺伝子の発現にPKAの活性が必要であると













の例でも指摘され始めている（Wu-L et al., 1995, Schaap et al., 
1995）。 aca－株においてcAMPのないところでどのようにPKA活性
が発現するかについては、いくつかの可能性が考えられる。






































ス・エレメントである G-boxに結合する転写因子、 GBF( G-box 
Q_inding factor; G-box結合因子）が合成される。 GBFは、リン酸化
によって活性化され、初めてDNAへの結合が可能となる。これに
よってほとんどの発生後期の現象が誘導されることが示されている




































dIEがあれば良いことが示されている（Vauti-Fet al. 1990）。 dIE
領域にはTTGxTTG( TTG-box）があり、この配列は他のいくつかの
遺伝子にも共通に見られる（Poole-SJand Firtel-RA, 1984, Wu-L and 
Franke-J, 1990）ことから、遺伝子発現の誘導に対する重要性が指

















るGT－リッチエレメント（GGGGTGGGγf)( Datta-S and Firtel-RA, 
1988 ）、 rasDのCA－リピート（AACACAC)( Esch-RK et al., 1992）、
-44-
csAのTGGTGTG( Desbarats-L et al. 1992）、 L－フコシダーゼの
DCRE (Qictyostelium ~AMP r_esponsive ~lεment) 
(AACATGAγfGGγfAGATAGAIT) ( May-T et al., 1991）、砲子コート
タンパク質の上流に共通して見られる CAE(CACAC(X)5or6CACAC) 
( Haberstroh-L et al 1991）、または、 c－リッチ（ACACCCA)( Tasaka-
旺 d al., 1992）などがそれである。また、これらそれぞれの遺伝
で重要であると分かった領域には（GGT(GTC)(TA)G(ATG)(TG））と言う









期に CAAを持ったRNAが増加すること（Shaw-DRet al., 1989）な
どから、特に発生期において何らかの役割を持っているのではない
かとも考えられている。また、 mRNAの5＇側の非翻訳領域や
(Widdowson-DCC et al. 1989）、 5＇非転写領域に繰返し配列を持
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表2.本研究で使用した株。
Strain Relevant disrupted gene Isogenic Developmental Reference 
genotype parent phenotype 
Ax2 axθ1A, axθβ NC-4 wild type Watts-DJ and Ashworth－］礼 1970
Ax3 axθ'Ii, axθβ NC-4 wild type Loomis, 1971 
Wi 11 iams et al. , 197 4 
earl car 1: : PYR5-6 cAMP receptor 1 D行1 agg- Insall-RH et al. , 1994 
earl /cai-3 car: : PYR5-6 cAMP receptor 1 D託l agg- Soede-RD討 etal., 1994 
car 3: : PYR5-6 and 3 
aca aca: : PYR5-6 Aggregation stage DHl agg- Pitt-GS et al., 1992 
adenylyl cyclase 
pka c pka c: :THYl Protein kinase A J百10 agg- 話ann-SKOand Firtel-RA, 1991 
catalytic subunit 
一erk2 θrk2: :THYl ER瓦2 JHlO agg- Segall-JE 1995 
LW14 gβ：PYR5-6 G protein JH10(LW6二G[3 -) agg- 話ilne-JLS 1995 
(Gβつfarfn司 aCARl位説 メTsubunit 
IV3 dutA: :G418 dutA Ax2 wild Yoshida-H, 1994 
IV34 dutA: :G418 dutA Ax2 wild Yoshida-H, 1994 
IV36 dutA: :G418 dutA Ax2 wild Yoshida-H, 1994 
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20 8工～工00 
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s2 5' -TAGAGβAA.TT (:AGCT GATTT GGAGT AAG-3' 
EcoRI Pvu/I 
づ母 犬 ＊ 安安ヲ毎づ骨
s 3 5 I -AATAA GAATT CAGCT GTGGT ATAAT AAA-3 I 
EcoR/ Pvu/I 
づ毎＊づ毎 安 ヲ毎
s4 51-TTAAC GAATT CAGCT GGATT TGATT TCT-3' 
EcoRI Pvu/I 
*** * * ~除＊
s 5 5 1 -AA.ACT ,GAATT <;AGCT GGCTA GTTTC TTT四 31
EcoRI Pvull 
* * せを




s 7 5 I -ATTAA ,GAATT CAGCT GATTG AACGT TTC-3 I 
EcoRI Pvu/I 
日 31-AACCGATACC GGGTT TACCT-5' 
I 51-CCAAA GTAGA ATGGA AATCC-3' 
図 2. 本研究で使用した PCRプライマーの（ A）ゲ、ノム上における
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ligation toτ酌vectorI 
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Apa I digestion I 












図 3. dutA 上流域を Hd~－gal#l 中の lacZ プロモータ一部位に挿入し
たプラスミドの構築。用いたベクターには、形質導入のマーカー遺
伝子として G418耐性遺伝子（nε0）を持っている。図中の記号はそ
れぞれ次の制限酵素の切断部位を表わす。 E;Eco RI, B; Bgl I, M; 
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図 4. dutA全長と、 JI慎次欠失させた上流域を持つプラスミドの構
築手 Jl襲。使用したベクターは、形質導入のマーカー遺伝子として











IV-3 IV-34 IV-36 IV-44 









(A) Hours of Development 0 4 8 12 14 16 18 20 




































Hours of Development Hours of Development 
図 6. 粘菌細胞を フィル ター上で 発 生 させた時 の（ A） 上段 ：
dutA RNAの蓄積量の 時間変化 （Northern解析 ）。下段 ：それぞ
れの 時間 にお ける 形態 。 ( B ) dutA actin, tRNA，及びrRNA の転
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して、それぞれ 32p 標識した dutA,gp80遺伝子を用いた。
Ax3 earl 
earl 
erk2 pka c strai.n aca /car3 








伝子の発現。図 5と同様の方法を用い 、それぞれの株より RNA
を調製し 、Northern解析を行った 。 プロープとして 、それぞれ
:izp 標識した dutA,gp80, earl, discl遺伝子を用いた 。
Gβ ／.E・
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dutA・＋ぐ
NC-4細胞をの効果。cAMP 発生過程における 8Br-cAMP、図 9. ( 
餌を除いた時を 0時間として液体振大腸菌懸濁液により培養し、
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図 10 . 各 RNAポリメラーゼに対する αーアマニチンによる阻
効果。液体援滋中で 12時間発生させた細胞から核を抽出し、 33,l1 
g/mlの αーアマニチンを加えたときと加えないときの転写活性の比
をとった。薬剤を加えないときの実際の測定値は、 actin duι4, tRNA, 
及びrRNAのJl震にそれぞれ 1.8,3.3, 2.2，及び29(arbitrary units）であっ
た。
GA TCGTC TGTTA ATAAT -901 
TCCAT TTTTA TTTAA TATTT GTACA TATAA AATAT GTTAA AAAAC ATCCA -851 
TTTTG ATATT TTTAA TTTAA TTTAA TTTTT TTTTT TTTAA AAGAG TAAAT -801 
AAAAT TATTT TTTTT TTGTT GGAAT TCAAA GAATC ATCTG AAAAA TAAAA -751 
Eco RI 
AATAC AAAGA TATTT AACTA GAAAT GATGC CAGTC AAGGA TAATG AATAA …701 
GCGAG TGCAG CTAGG CCGCT AATCC AGTGA GGAAA TAGAG AACGT CAGCT -651 
CATTT GGAGT AAGGA GGCAA TAAAA AAAAA TAGAA AAAAA AAAAG AAAAT -601 
AGTAT TAAAA AATTG ATAAA AAAAA AAATA TACAA AAAAA AAATA AAAAT -551 
TATTA ATAAT ATTAT TAATG TGGTA TAATA AATAA AAATA CAATA AATTA …501 
TTTCA ATTTT TTTAA ATACC AATGG AAAAA AAAAA AAATA AAAAA ATTT -451 
ATTTT TATTT TTAAC TTCTT CATCT AGATT TGATT TCTAT TTTTA ACTTC …401 
CCCAT CTTGA ATTTA TTAGC TCTGA AAAAA AAAAA AAAAA AAACT ACATG -351 
CACCA CGCTA GTTTC TTTCA AAAA ATAAA ATAAA TATAA AAATA AATAA -301 
TAAGA TTAAT AACAA CAACA ACAAC AACAA CAACA ACAAC AACAA CAACA -251 
ACAAC AACAA CAACA ACAAC AACAA ATTTA TTAAT TTAAT TTATT ATTTT -201 
TTCTT TTTTT TTTTT TTTTT TTTTT TTTTT TTTTA ATAAA AAGAT ACACC -151 
TCAAA AACAT TTCAG TTGAC TGTAT TAACT TTGTT GTGAT ATTAT TTTCA…101 
TATTT TTTTA TCATA AATGA AATTA TTAAG AAACT CACTG ATTGA ACGTT …51 
TCTAG ATTTT AAAAT AATAT AAAAA AATGA ATTCA AATAA TTAGT TCTTA -1 
Eco RI 
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-373 AA行ATTA品行A開始ATAAMT臥 AA弘品品品品 AAM行GAπGI11111111 
よ（－284)
-313 Tllllll iπTIITTGITM Aα加 MAGT醐糊πT111111111 ITITGITITC 
↓（之08)
-253 Tnl醐 GTITGAGAπAT行T品航行G制 AITTCACITGCα悶 ATMTIππ 
-193 T II I I I I I iπππ甘甘品掛πAGT刊行掛AMTC品ATCTITGC品品ATM
よ十129)
-133 A行T品ACMTGAπACπT TITGTCMπTAC品品品AA行品以ATAAπ＇AAA ITTA 
-13 A行πIMII品MTCA打AMTT弘品MIT品品行TCATACAAAπA 刊行π？品A
認 T品T糊 A行 TATM駒 CTCTA1鈷GTC脚 ITTTCA脇町品邸側T酬 T
108蝕砧品砧AATCACT鎚ATATACA,ACfXlT TGATATATCA, CMTGGCATC Gl掛飴AcA 
図 13 . disclア上流域の seque口ce。Vauti一白白－－
編 して示した。転写関始点を（ +l ）として左端の塩基の番号を示し
た o また、それぞれの elementの境界の塩基番号を括弧内に示した。
dIE ( discoidin induction element ）を下線で、 dNCE( discoidin negative 
















図 14 . 発生初期に誘導される遺伝子の発現調節モデル。
